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基础 研究 


miR-663 在 肾 移植 急性 排斥 反应 中 的 调控 作用 
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摘要 :目的 比较 肾 移植 急性 排斥 (acute rejection, AR) 病 人 及 非 AR 病 人 血清 miR-663 表 达 水 平 ,在 细胞 水 平 上 探讨 miR-663 参 


E FAE AR 的 调控 作用 ,为 临床 早期 诊治 AR 提供 新 
miR-663 表达 水 平 。 设 置 miR-663 mimic ZH ,miR-663 inhi 
过 表达 miR-663 和 抑制 miR-663 表达 对 人 肾 小 球 内 皮 细 月 
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路。 方法 Real time PCR 检测 肾 移植 AR 病 人 及 非 AR 病 人 血清 
itor 组 、 阴 性 对 照 组 及 空白 对 照 组 ;MTT 及 Annexin V-FITC 分 别 检测 
HRGEC) 生 存 率 和 凋 亡 率 的 影响 ;ELISA 检测 过 表达 miR-663 和 抑 
ili] miR-663 2&3 IL-6 .IFN-y.CCL-2 及 TNF-a 表 达 水 平 的 影响 ;Transwell 实验 检测 过 表达 miR-663 和 抑制 miR-663 表 达 对 巨 
哈 细 胞 趋 化 性 的 影响 。 结 果 AR 组 患者 血清 miR-663 表达 水 平 
0.01), MTT 显示 过 表达 miR-663 可 以 降低 HRGEC 的 生存 率 并 且 明 显 增加 其 凋 亡 率 , 而 抑制 miR-663 则 可 以 降低 HRGEC 调 


明显 较 非 AR 组 的 肾 移 植 患者 升 高 (4.73+0.28 vs 1.06+0.04; P< 


亡 。 过 表达 miR-663 可 以 明显 提高 相关 炎症 因子 的 表达 ,同时 明显 增加 巨 吹 细 胞 的 趋 化 性 。 结 论 miR-663 在 肾 移植 AR 过 程 
中 发 挥 着 重要 作用 ,可 做 为 早期 诊断 AR 的 外 周 血 标志 物 , 并 有 望 成 为 治疗 明和 移植 AR 的 一 个 潜在 分 子 靶 点 。 
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Role of miR-663 in acute renal graft rejection: an in vitro study 


LIU Xiaoyow', ZHANG Jie', LIANG Jie, LIU Yongguang', HU Jianmin', JLANG Zhengyao', GUO Zefeng' 
‘Department of OrganTransplantation, ZhujiangHospital, Southern Medical University Guangzhou | 510282, China; "Department of 
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Abstract: Objective To compare the serum miR-663 levels in renal transplant patients with and without acute rejection (AR) 
and explore the role of miR-663 acute renal graft rejection. Methods Real time-PCR was used to determine serum miR-663 


levels in renal transplant recipients with and without AR. MTT assay and Annexin V-FITC assay were employed to examine 
the viability and apoptosis of human renal glomerular endothelial cells (HRGEC) treated with a miR-663 mimic or a miR-663 


inhibitor, and ELISA was performed to detect the expression of inflammation-related cytokines including IL-6, IFN-y, CCL-2 
and TNF-a in the cells. Transwell assay was used to examine the effect of miR-663 mimic and miR-663 inhibitor on the 
chemotactic capability of macrophages. Results Serum miR-663 level was significantly higher in renal transplant recipients 
with AR than in those without AR. The miR-663 mimic significantly inhibited the viability of HRGECs and increase the cell 
apoptosis rate, while miR-663 inhibitor suppressed the cell apoptosis. The miR-663 mimic increased the expression levels of 


inflammation-related cytokines and enhanced the chemotactic capability of macrophages. Conclusion miR-663 might play 


important roles in acute renal graft rejection and may become a therapeutic target for treating AR. 


Keywords: renal transplantation; acute rejection; miR-663 


miRNA 是 一 类 在 人 体内 广泛 分 布 的 内 源 性 非 编 
码 RNA, 可 以 通过 与 目标 mRNA 3' 末 端的 非 编 码 区 结 
合 而 引起 靶 mRNA 的 降解 中 ,广泛 参与 细胞 生理 活动 
的 调节 , 璧 如 增殖 .分 化 .迁移 .生长 及 发 育 等 , 它 的 异 
常 表达 和 很 多 疾病 病理 进展 过 程 密切 相关 2 。 近 年 来 
研究 5 发 现 miRNA 在 器 官 移植 后 发 生 的 急性 排斥 反 
应 (AR) 过 程 中 起 重要 作用 ,Wilflingseder 等 “发 现 肾 
移植 患者 发 生 AR 时 其 移植 肾 组 织 miR-663 表达 水 平 
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较 没 有 发 生 AR 的 患者 明显 升 高 。 目 前 miR-663 参 与 
调控 移植 肾 组 织 AR 发 生发 展 过 程 的 机 制 尚 不 明确 ， 
此 本 研究 旨 在 比较 肾 移 植 AR 病 人 及 非 AR 组 病人 血 
清 miR-663 表达 水 平 , 并 在 细胞 水 平 上 探讨 miR-663 
在 肾 移植 急性 排斥 反应 过 程 中 的 调控 机 制 。 


1 材料 和 方法 
1.1 一 般 资料 

临床 患者 :选取 我 院 2012 年 1 月 ~2014 年 12 月 首 
次 行 凤 移 植 术 的 30 例 患者 ,其 中 男 19 例 , 女 11 例 ,年 龄 
19~58 岁 (平均 37 岁 ), 群 体 反 应 性 抗体 (PRA)<10%, 供 
受 者 血型 均 相 配 ,淋巴 细胞 毒 试验 阴性 。 

AR 诊 断 标准 及 移植 后 免疫 抑制 剂 用 原则 见 参考 
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文献 [7]。 根 据 术 后 1 月 内 发 生 AR 与 否 分 为 AR 组 (9 
例 ) 和 非 AR 组 (21 例 ), 两 组 患者 的 年 龄 ,性别 、 血 透 时 
间 、HLA 错 配 数 及 术 前 肌 栈 水 平等 无 统计 学 差异 。 术 
前 1 d 及 术 后 第 1.2.34 周 各 抽取 外 周 血 SmL 竺 检 。 
1.2 细胞 培养 

人 肾 小 球 内 皮 细 胞 (Human renal. glomerular 
endothelial cells, HRGEC) 及 人 巨 哈 细胞 系 分 别 置 于 
DMEM+10% 胎 牛 血清 +100 g/L 链 霉 素 +105 U/L FE 
素 培 养 基 中 ,在 37 % .5% CO, 恒 温 孵 育 箱 内 培养 。 
1.3 £t miRNA mimic 和 miRNA inhibitor 

miR-663 mimic fll inhibitor 及 慢 病毒 包装 委托 基 
因 化 学 公司 完成 。HRGEC 细 胞 以 2x10; 个 / 孔 接 种 于 6 
孔 板 , 待 细胞 贴 壁 后 去 除 培 养 基 ,加 入 含有 8 mg/L RYE 
胺 的 转 染 增强 液 ,以 病毒 滴 度 (MOI) 为 1:50 加 入 慢 病 
毒 ,按说 明 书 转 染 10h 后 终止 慢 病 毒 感染 ,加 入 正常 培 
养 基 继续 培养 ,于 转 染 后 72 h 后 于 荧光 显微镜 下 观察 绿 
色 荧 光 表 达 量 以 判断 感染 效率 。 
1.4 Real-time PCR 

Trizol 裂 解 细胞 后 提取 RNA, 按照 试剂 生产 商 的 说 
明 书 运用 SYBR PrimeScript miRNA RTPCR kit 首 先 
将 RNA 逆 转录 为 cDNA, 然 后 进行 PCR 扩 增 检测 细胞 
cDNA 的 相对 表达 量 , PCR 反应 在 ABI7500 实 时 荧光 
定量 PCR 反 应 仪 进行 ,以 U6 为 内 参 。 
1.5 MTT 

设置 miR-663 mimic ZH , miR-663 inhibitor 组 、 阴 
性 对 照 组 (Scrambled control) 及 空白 对 照 组 ; 各 组 以 5x 
107 孔 密度 接种 于 96 孔 板 中 。37 % .5% COE ET 
需 的 实验 时 间 后 ,每 孔 加 入 20 uL 5 mg/mL MTT,37 °C 
孵育 4h, 吸 出 上 清 , 每 孔 加 入 200 uL DMSO, 置 于 摇 床 
震荡 充分 溶解 结晶 , 酶 标 仪 490 nm 波长 处 测量 吸光 值 ， 
每 组 4 个 复 孔 。 实 验 至 少 重复 3 次 。 
1.6 细胞 凋 亡 

按照 上 述 分 组 将 各 组 以 2x105 孔 密度 接种 于 6 和 孔 
板 中 , 待 细 胞 贴 壁 后 ,继续 培养 48 h 后 收集 贴 壁 及 悬浮 
细胞 ,按照 AnneXin VEFITC 细 胞 凋 亡 试剂 盒 说 明 书 进 
行 操作 ,首先 预 冷 1xPBS 洗 2 次 ,然后 加 入 500 pL 结合 
缓冲 液 重 悬 细胞 ,最 后 加 入 5 uL Annexin V-FITC 和 5 uL 
碘 化 丙 锭 (PD 并 混 匀 , 流 式 细胞 仪 检测 细胞 凋 亡 率 。 
1.7 ELISA 检 测 炎 症 因 子 表达 水 平 

细胞 按 上 述 实 验 分 组 处 理 并 培养 48 h 后 ,按照 
ELISA 试剂 盒 说 明 书 测定 相关 炎症 因子 的 表达 水 平 , 具 
体 见方 法 参考 文献 [8]。 测 定 的 炎症 因子 包括 IL-6、 
IFN-y.TNF-a 和 CCL2, 
1.8 Eau AS OPE SE 

巨 哈 细胞 趋 化 性 实验 采用 24 孔 的 transwell 小 室 
( 孔 直 径 大 小 =5 um) 进 行 。 巨 哈 细 胞 和 HRGEC 细 胞 
(miR-663 mimic 组 ,miR-663 inhibitor 组 及 阴性 对 照 


组 ) 分 别 置 于 transwell 的 上 室 和 下 室 。 巨 吻 细 胞 置 于 无 
血清 的 培养 基 之 中 ,在 不 同时 间 点 测定 巨 鸣 细 胞 由 上 室 
穿 过 小 孔 到 达 下 室 的 数目 。 采 用 CyQuant GR Dye 进 
行 荧 光 染 色 ,倒置 交 光 显微镜 在 波长 480 nm/520 nm it 
算 下 室 巨 吻 细 胞 数目 。 计 算 时 随机 挑选 4 个 视野 ,每 个 
视野 重复 计算 3 次 ,最 后 取 平 均值 。 
1.9 统计 学 分 析 

两 独立 样本 1 检验 进行 两 组 间 比 较 , 多 样本 运用 
One Way ANOVA 及 Fisher's post-hoc test 进行 数据 处 
理 。 所 有 数据 以 均 数 + 标准 差 的 方式 进行 表达 ,采用 
SPSS 21.0 统 计 软件 进行 统计 分 析 ,P<0.05 表 明 差 异 有 


统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 血清 miR-663 在 肾 移植 发 生 AR 患者 及 没有 发 生 
AR 的 患者 的 表达 水 平 

运用 realtime PCR 检测 并 比较 肾 移 植 AR 组 和 非 
AR 组 患者 血清 miR-663 的 表达 水 平 ,结果 显 示 发 生 
AR 组 血清 miR-663 表达 水 平 明 显 高 于 非 AR 组 高 
(4.73+0.28 vs 1.06+0.04) ,差异 具有 统计 学 意义 (P< 
0.01, 图 1)。 
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图 1 血清 miR-663 在 肾 移 植 发 生 AR 患者 及 没有 
发 生 AR 的 患者 的 表达 水 平 
Fig.1 Results of quantitative RT-PCR showing 


AR patients 


increased serum miR-663 in recipients with AR. 
**P«0.01. 


22 转 米 miR-663 mimic 及 miR-663 inhibitor 并 验证 
其 有 效 性 

tk Yu miR-663 mimic 及 miR-663 inhibitor 至 
HRGEC 内 ,倒置 荧光 显微镜 观察 结果 显示 感染 效率 高 
(图 2A)。realtime PCR 结果 显示 miR-663 mimic 能 明 
显 提 高 细胞 miR-663 的 表达 水 平 (P<0.000) , 而 
miR-663 inhibitor 则 能 明显 降低 细胞 mi R-663 的 表达 
水 平 (P<0.01, 图 2B)。 说 明 构 建 的 miR-663 mimic 及 
miR-663 inhibitor 是 有 效 的 。 


201712.01015v1 


chinaXiv 


ChinaXiv& f'ERBTII 


http://www.j-smu.com J South Med Univ, 2016, 36(3): 419-422 : 421. 
A 120 
110 x . ; 
- + e Í 
— 100 | e scr 
9 I. 5 l 
E 90 | T 
z 
$ 804 
O 704 —Á— Blank control 
€». Negative control It 
60 | —*— miR-663 inhibitor 
一 全 一 miR-663 mimic 
50 + r 
B 24 72 96 120 
Incubation time (h) 
300 
了 图 3 MTT 检 测 miR-663 mimic 及 miR-663 inhibitor 对 
& 250 à HRGEC 生 存 率 的 影响 
$ Fig.3 Viability of HRGEC was reduced by miR-663 
A 200 inhibitor as determined by MTT assay. *P«0.05; **P«0.01. 
S 
E 354 n 
L 100 ,, E Blank control 
E: . A E Negative control 
€ 50 | 30 4 |  EHH miR-663 inhibitor 
六 六 | BENE miR-663 mimic 
| | i mim € 5| 
» » ERI EX E 
con? . conv? ioo? . 5, gi S 
B® quive SP a o6 WI ag 66 FEM T 
$ 
=A z 
a 
图 2 转 染 miR-663 mimic 及 miR-663 inhibitor < 154 ^ 
o - 
Fig.2 Transfection of miR-663 mimic and miR-663 iz 
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by real-time PCR. **P«0.01. 


2.3 MTT 检 测 miR-663 mimic 及 miR-663 inhibitor 对 
HRGEC 生 存 率 的 影响 

MTT 结 果 显 示 miR-663 mimic 组 细胞 生存 率 在 4 
个 所 测 时 间 点 均 较 其 他 3 组 明显 降低 (P<0.05, P< 
0.01) ,说 明 miR-663 过 表达 不 利于 HRGEC 的 生存 ， 
miR-663 inhibitor 组 细胞 生存 率 和 其 他 两 组 对 照 组 相 
比 在 各 个 时 间 点 生存 率 均 没 有 明显 差异 (P>0.05)。 
2.4 检测 miR-663 mimic 及 miR-663 inhibitor 对 
HRGEC 细 胞 凋 亡 率 的 影响 

annexin V/PI 染 色 结 果 显 示 miR-663 mimic 能 明 
显 促进 HRGEC 细胞 的 调 亡 率 ,和 对 照 组 相 比 明显 增 
高 (P<0.01) , 而 miR-663 inhibitor 则 能 明显 降低 
HRGEC 细 胞 的 凋 亡 率 ,和 对 照 组 相 比 明显 统计 学 差异 
(P<0.01, 图 4)。 
2.5 miR-663 mimic 及 miR-663 inhibitor 对 HRGEC 细 
胞 炎症 因子 表达 的 影响 

ELISA 结 果 显 示 miR-663 mimic 能 明显 上 调 IL-6、 
TNF-oJIFN-Y 及 CCL2 表 达 水 平 , 较 对 照 组 有 显著 性 差 


Group 


图 4 检测 miR-663 mimic 及 miR-663 inhibitor 对 
HRGEC 细 胞 凋 亡 率 的 影响 

Fig.4 Flow cytometry for detecting cell apoptosis using 
annexin V/PI staining. **P«0.01. 


异 ,而 miR-663 inhibitor 则 可 以 在 不 同 程度 上 抑制 上 述 
4 种 炎症 因子 的 表达 水 平 ( 表 1)。 
2.6 miR-663 mimic 及 miR-663 inhibitor Xj E." Zu Jf 
化 能 力 的 影响 

Transwell 结果 显示 miR-663 mimic 组 穿 过 小 筷 
的 巨星 细胞 数量 明显 要 比 对 照 组 增多 ,差异 具有 统 
计 学 意义 (P<0.01) ,而 miR-663 inhibitor 组 穿 过 小 孔 
的 巨 哈 细胞 数量 和 对 照 组 相 比 没有 明显 差异 (P> 
0.05 ,图 5)。 


Ery 


i 


3 Wit 

急性 排斥 反应 是 影响 移植 皮 长 期 存活 的 主要 因 
素 之 一 ,早期 诊断 及 时 治疗 AR 可 以 有 效 减 少 移植 器 官 
的 病理 损害 程度 ,延长 移植 器 官 的 存活 时 间 。miRNA 
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表 1 miR-663 mimic 及 miR-663 inhibitor 对 HRGEC 细 胞 炎症 因子 表达 的 影响 
Tab.1 Levels of IL-6, TNFa, IFN-y and CCL-2 released by HRGEC transfected with miR-663 mimics or inhibitor 


determined by sandwich ELISA 


Cytokine (pg/ML) BC NC Inhibitor Mimic Mimic vs C Inhibitor vs C 
IL-6 906x18 956231 728x20 2438+58 P<0.01 P<0.05 
TNF-a 205+7 23812 18717 634+21 P«0.01 P»0.05 
IFN-y 43616 412+9 232+24 1035+63 P«0.01 P«0.01 
CCL2 1652+78 1547+52 458+11 3680+48 P«0.01 P«0.01 


BC: Blank control; NC: negative control; inhibitor: miR-663 inhibitor; mimic: miR-663 mimic. 


== Blank control d 
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图 5 miR-663 mimic & miR-663 inhibitor x E KRH 
胞 趋 化 能 力 的 影响 
Fig.5 Number of macrophages migrating to the 
lower chambers containing conditioned medium 
from HRGECs transfected with miR-663 mimics or 
inhibitor. **P«0.01. 


作为 体液 (外 周 血 唾液. 尿 液 等 ) 标 志 物 ,易于 获得 ,有 具 
有 较 好 的 时 效 性 ,能 有 效 动态 监测 疾病 的 发 展 和 治疗 效 
果 , 且 在 外 周 血液 中 理化 性 质 极其 稳定 ”… ,使 其 成 为 理 
想 的 标志 物 ,同时 已 有 多 项 研究 证 实 miRNA 在 移植 肾 
AR 过 程 中 起 调控 作用 ,并 可 通过 检测 相关 miRNA 快 速 
准确 判断 肾 移 植 AR。 

Anglichea 等 "比较 了 发 生 AR 的 移植 肾 组 织 和 正 
常 的 移植 肾 组 织 miRNAs 表 达 谱 差异 ,发 现 发 生 AR 的 
移植 肾 组 织 和 外 周 血 单 核 细胞 中 高 表达 miR-142-5p、 
miR-155 及 miR-223。 最 近 Soltaninejad 等 "发 现 肾 移 
植 急性 工 细 胞 介 导 的 排斥 反应 的 组 织 miR-142-5p， 
miR-142-3p,miR-155 及 miR-223 较 正常 移植 物 组 织 明 
显 升 高 ,不 同 于 Anglichea 等 研究 ,该 研究 外 周 血 单 核 细 
胞 中 miR-142-3p Æ miR-223 表达 水 平 升 高 。Osghumnu 
等 的 比较 了 肾 移 植 后 发 生 急 性 肾 香 展 炎 及 急性 排斥 
反应 的 患者 的 miRNA 表达 谱 差异 ,发现 两 组 疾病 至 少 
有 25 个 miRNAs 表 达 上 存在 明显 差异 。 同 时 ,Lorenzen 
等 发现 凤 移植 发 生 AR 的 病人 的 尿 液 中 miR-210 表 达 
水 平 明 显 降低 ,而 且 其 降低 的 水 平和 肾 移植 患者 1 年 后 


的 肾 小 球 滤 过 率 密切 相关 ,表明 检测 肾 移 植 患者 尿 液 
miR-210 的 表达 水 平 不 仅 可 早期 诊断 肾 移 植 AR ,而 且 
有 望 用 以 判断 和 监测 肾 移植 患者 的 预后 。 从 以 上 研究 
可 以 看 出 ,miRNA 家 族 异 常 表 达 与 移植 肾 急 性 排斥 反 
应 的 进展 过 程 存在 密切 联系 ,在 肾脏 AR 的 过 程 中 起 重 
要 的 调控 作用 ,并 可 作为 一 项 敏感 ,特异 的 体液 标志 
用 以 诊断 移植 骨 AR。 

本 研究 显示 ,发生 移植 肾 AR 的 患者 血清 miR-663 
表达 水 平 明 显 较 没 有 发 生 AR 的 肾 移 植 患者 升 高 ,该 结 
果 提 示 了 miR-663 参 与 了 移植 肾 AR 的 发 生发 展 过 程 。 
细胞 实验 中 ,首先 验证 了 miR-663 mimic 及 miR-663 
inhibitor 转 染 的 有 效 性 ,然后 进一步 发 现 过 表达 
miR-663 可 以 抑制 HRGEC 的 生存 并 且 明 显 增加 其 的 凋 
亡 率 , 而 抑制 miR-663 的 表达 可 以 抑制 HRGEC 的 调 
亡 ,该 结果 表明 发 生 移植 肾 AR 时 miR-663 在 造成 人 肾 
小 球 内 皮 细 胞 损害 中 扮演 着 重要 角色 。 我 们 还 发 现 过 
表达 miR-663 可 以 明显 提高 IL-6、TNEF-a IFN-y & 
CCL2 等 炎症 因子 的 表达 水 平 ,并且 可 以 明显 增加 巨 鸣 
细胞 的 趋 化 性 ,说 明了 miR-663 在 肾 移植 AR 微 环境 的 
炎症 反应 中 起 调控 作用 。Ni 等 “发 现 ,miR-663 增 加 了 
单 核 细胞 在 血管 内 皮 细 胞 上 的 粘着 , 介 导 了 振荡 剪 切 力 
引起 的 炎 性 反应 过 程 ,从 侧面 支持 了 我 们 的 研究 结果 。 

综 上 所 述 ,本 研究 证 实 了 miR-663 在 肾 移植 AR 过 
程 中 发 挥 着 重要 作用 ,并 阐明 其 可 能 的 作用 机 制 。 
miR-663 在 AR 及 非 AR 患者 外 周 血 中 差异 表达 ,可 抑 
制 肾 小 球 内 皮 细 胞 的 生存 和 增加 其 凋 亡 ,并 参与 增加 炎 
症 因子 表达 和 提高 巨星 细胞 趋 化 性 ,提示 我 们 miR-663 
有 望 成 为 诊断 及 治疗 肾 移 植 AR 的 一 个 潜在 分 子 革 点。 
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